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基础 研究 


甲状 旁 腺 激素 通过 非 依赖 PLC 的 PKC 途径 抑制 成 骨 细 胞 的 凋 亡 
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摘要 :目的 观察 甲状 旁 腺 激素 的 非 依赖 PLC 的 PKC 转 导 通 路 (PTHnonPLC/PKC) 是 否 会 对 成 骨 细 胞 (MC3T3-E1 ) 的 凋 亡 以 及 
细胞 数量 具有 影响 。 方 法 培养 MC3T3-E1 细 胞 ,以 1.5x10' 密 度 接种 到 96 和 孔 板 ,然后 置 于 培养 箱 培养 3 d 直到 细胞 达到 汇合 状 
态 ,随机 分 为 5 组 : 按 100 nmol/L[Gly', Arg"]hPTH(1-28) ;100 nmol/L[Gly', Arg”]hPTH(1-34);100 nmol/LLGly', Arg"]hPTH 
(1-34)+1 hmolL Go6983,1 pmol/L Go6983; 空 白 对 照 组 加 入 等 体积 的 去 离子 水 ,分 别 刺 激 细胞 1、24、48 h, 然 后 使 用 细胞 计数 
试剂 盒 (CCK-8) 和 Caspase-Glo®” 3/7 试 剂 盒 (caspase-3) 检 测 细胞 的 细胞 数量 与 凋 亡 。 结 果 CCK-8 检 测 结果 显示 , [Gly', Arg”] 
hPTH(1-34) 组 与 [Gly', Arg”]jhPTH(1-34)+Go6983 组 相 比 ,在 1h 和 24h 具 有 提高 细胞 数量 的 趋势 ,但 结果 并 没有 统计 学 差异 ， 
48 h[Gly', Arg”jhPTH(1-34) 组 与 [Gly', Arg"”]hPTH(1-28) 组 相 比 ,可 以 明显 提高 细胞 的 数量 (P<0.05)。 进 一 步 的 研究 发 现在 
[Gly, Are" jhPTH(1-34) 组 添加 抑制 剂 Go6983 后 ,细胞 数量 增多 的 效应 消失 (P<0.05)。Caspase-3 检 测 凋 亡 结果 显示 ,LGly， 
Arg" jhPTH(1-34) 组 与 [Gly', Are” jhPTH(1-34)+Go6983 组 相 比 ,在 1h 和 24h 具 有 抑制 细胞 凋 亡 (细胞 凋 亡 受到 抑制 ), 但 是 差 
异 无 统计 学 意义 。48 检测 细胞 凋 亡 显示 ,[Gly', Are"”]hPTH(1-34) 组 与 [Gly', Arg”*]JhPTH(1-28) 组 相 比 ,前 者 可 以 明显 抑制 细 
胞 凋 亡 (P<0.05) ,给予 PKC 抑 制剂 Go6983 后 ,其 抑制 凋 亡 现象 消失 。 结 论 PTH 的 nonPLC/PKC 信 号 转 导 通路 可 能 在 长 时 间 
(48 h) 作 用 于 MC3T3-E1 细胞 时 ,可 抑制 细胞 凋 亡 ,提高 细胞 的 数量 。 
关键 词 :甲状 旁 腺 激素 ; 凋 亡 ;信和 号 转 导 通 路 


Parathyroid hormone inhibits the apoptosis of osteoblast MC-3I3E1 cells through a 


non-PLC-dependent protein kinase C pathway 
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Abstract: Objective To investigate the effect of the non-PLC-dependent protein kinase C (PKC) pathway of parathyroid 
hormone (PTH) on the apoptosis and proliferation of osteoblast MC-3T3E1 cells. Methods MC-3T3E1 cells were seeded in 
96-well Plates at the density of 1.5x10' cells/mL and incubated for 3 day. The cells were then exposed to 100 nmol/L of [Gly, 
Arg"]hPTH(1-28) 100 nmol/L of [Gly’,, Arg"]hPTH(1-34) 100 nmol/L of [Gly’, Arg"“]hPTH(1-34)+1 umol/L Go6983, 1 hmol/L 
Go6983, or deionized water (control) for 1 24 or 48 h. After the treatments, cell counting kit-8 (CCK-8) and Caspase-Glo® 3/7 
Assay (Caspase-3) were used to examine the proliferation and apoptosis of MC3T3-E1 cells. Results CCK-8 results showed that 
hPTH(1-34) increased the number of MC3T3-E1 cells compared with hPTH(1-34)+Go6983 at 1 h and 24 h, but this difference 
was not statistically different. At 48 h, treatment with hPTH(1-34), as compared with hPTH(1-28), significantly increased the 
number of MC3T3-E1 cells (P<0.05), and this effect was blocked by the PKC inhibitor Go6983 (P<0.05). hPTH(1-34) did not 
result in significant inhibition of MC3T3-E1 cell apoptosis at 1 h and 24 h as compared with hPTH(1-34)+ Go6983, but 
significantly inhibited the cell apoptosis as compared with hPTH(1-28) (P<0.05); this inhibitory effect was blocked by Go6983 
(P<0.05). Conclusions A relatively long time (for 48 h) of exposure to PTH can inhibit apoptosis and promote the proliferation 
of MC3T3-Elcells through a non-PLC-dependent PKC Pathway. 
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甲状 劳 腺 激素 是 调节 骨 代 谢 的 重要 激素 之 一 。 低 剂 。 年 女性 、 老 年 男性 及 由 糖 皮质 激素 引起 的 骨 质 政 松 症 "。 
量 间 断 注射 甲状 旁 腺 激素 (PTH) 可 用 于 治疗 绝经 后 老 ”其 治疗 效应 可 能 是 通过 抑制 细胞 凋 亡 从 而 增加 成 骨 细 
胞 数量 最 终 增 加 骨 量 来 实现 的 ”。 但 是 高 剂量 .长 时 间 


收 稿 日 期 :2015-12-25 应 用 可 能 存在 致癌 的 风险 及 减低 PTH 的 疗效 ”, 因 此 优 
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胞 的 增殖 分 化 和 凋 亡 是 通过 激活 甲状 旁 腺 受 体 1 
(PTHR1) 及 其 下 游 的 多 个 信号 途径 实现 的 。 

PTH (1-34) 刺激 PTHR1 与 完整 的 PTH 刺激 
PTHR1 能 引起 相同 的 效应 ””。 激 活 PTHR1 可 以 引起 
cAMP/PKA、PLC/PKC 及 最 新 发 现 的 不 依赖 PLC 的 
PKC 激活 途径 (nonPLC/PKC) 这 3 条 通路 的 激活 , 诱 
导 成 骨 细胞 增殖 .分 化 ,降低 成 骨 细 胞 凋 亡 和 减少 过 氧 
物 酶 体 增殖 激活 受 体 (PPAR) 对 成 骨 分 化 的 不 良 影响 。 
然而 ,激活 不 同 的 通路 能 引起 不 同 的 效应 。 为 了 能 更 好 
的 理解 PTH 对 骨 代 谢 的 影响 ,探究 每 一 条 通路 的 作用 
机 制 及 终 末 效应 是 至 关 重要 。cAMP/PKA 具有 抑制 前 
凋 亡 蛋白 如 Bcel-2 相 关 死 亡 启动 蛋白 (Bad) 表 达 及 增加 
抗 凋 亡 蛋白 如 Bcl-2 表 达 , 从 而 减低 成 骨 细 胞 凋 亡 的 作 
用 ,而 且 能 使 Cyclin D1 表达 增多 从 而 促进 细胞 增殖 "1。 
PLC/PKC 通 路 对 骨 组 织 的 影响 需要 进一步 研究 ,小 鼠 的 
PTHR1 存 在 PLC 通 路 缺陷 时 ,在 正常 饮食 情况 下 , 骨 量 仅 
轻微 降低 ; 低 钙 饮 食 时 , 骨 量 较 正 常 小 鼠 明 显 降低 "”。 
我 们 前 期 研究 揭示 ,PTH 经 nonPLC/PKC 通 路 促进 受 力 
区 松 质 骨 合 成 ,促进 新 骨 形 成 中 ,但 是 nonPLC/PKC 通 
路 的 具体 信号 中 介 分 子 不 清楚 ,相应 的 影响 骨 代 谢 的 机 
理 需要 深入 人 研究。 最近 研 究 发 现 ,PTH 短 时 间 (1h) 刺 激 
引起 的 细胞 增值 主要 是 由 PKA 通 路 主导 的 ,而 PKC 通 
路 主要 参与 PTH 的 长 时 间 (24 和 48 nh) 的 刺激 从 而 导致 
细胞 增殖 的 减少 和 凋 亡 下 。 既 往 人 研究 表明 nonPLC/ 
PKC 通 路 主要 位 于 hPTH(29-34) 序 列 当 路 。 在 本 
实验 ,我 们 应 用 构建 一 种 N 端 1 号 位 氨基 酸 丝氨酸 (Ser) 
突变 成 甘氨酸 (Gly) 的 hPTH(1-34) 肽 ,使 得 该 肽 不 能 激 
活 PLC 但 能 激活 AC"”。 然 后 再 截断 [Gly ]hPTH 的 着 
基 (C) 端 (去 除 激活 nonPLC/PKC 的 PTH(29-34) 序 列 )， 
同时 为 了 保持 其 结合 力 ,我 们 将 19 号 位 的 谷 氨 酸 (Glu) 
蔡 换 成 精 氨 酸 (Arg)”。 为 了 更 好 的 观察 nonPLC/PKC 
对 于 成 骨 细 胞 的 增殖 与 调 亡 的 现象 ,我 们 合成 了 [G1， 
R19]hPTH (1-28) [ 简称 G1R19 (1-28) ] 和 [GLR19] 
hPTH(1-34)[ 简 称 G1R19(1-34)]”。 

本 实验 的 研究 目的 是 观察 PTH 的 非 依 赖 PLC 的 
PKC 通 路 是 否 会 对 MC3T3-E1 细胞 的 凋 亡 和 细胞 的 数 
量 造成 影响 以 及 这 种 影响 随 刺 激 时 间 变 化 的 关系 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 及 器 材 

模拟 肽 G1R19(1-28) 和 GI1R19(1-34) 由 广州 特 立 
生物 科技 有 限 公司 合成 ;PKC 抑 制剂 Go6983 购 自 美国 
Selleck;MC3T3-E1l 细胞 购 自 上 海 细胞 库 ;a-MEM 培养 
基 、FBS、 青 - 链 壁 素 双 抗 购 自 美国 GIBCO;CCK-8 试 剂 
盒 购 自 日 本 DOJINDO;Caspase-Glo8 3/7 试剂 盒 购 自 
美国 Promega; 细胞 培养 箱 为 美国 Galaxyg; 显微镜 为 日 


本 Olypus 公 司 IX71 倒 置 相差 显 微 镜 ;SpectraMax@M5 
酶 标 仪 为 美国 Molecular Devices。 
1.2 方法 

在 倒置 相差 显微镜 下 计数 MC3T3-E1 细胞 ,以 1 000 
每 孔 的 密度 接种 96 孔 板 , 每 孔 含 300 hbL 具有 10%FBS 
的 a-MEM( 含 100 U/mL 青霉素 和 100 hg/mL 链 霉 素 )， 
吹 打 均匀 后 , 置 于 37 .5%CO, 培 养 箱 中 培养 72 h 直 到 
细胞 达到 汇合 状态 。 当 细胞 达到 汇合 状态 时 ,每 个 孔 用 
PBS 清 洗 3 遍 , 用 不 含 FBS 的 oc-MEM 培 基 培 养 24 h 以 
此 来 达到 细胞 周期 同步 化 。 然 后 再 用 PBS 清洗 3 遍 , 应 
用 具有 2%FBS 的 wcMEM 培养 细胞 ,随后 随机 分 为 5 
组 :100 nmolL G1R19(1-28);100 nmol/L G1R19(1-34); 
100 nmol/L G1R19 (1-34)+1 umol/L Go6983; 1 umoyL 
Go6983; 空 白 对 照 组 (加 入 等 体积 的 去 离子 水 )。 设 计 
实验 总 观察 时 间 为 48 h, 每 组 实验 组 分 别 予 刺激 细胞 1、 
24、48 ,在 刺激 结束 后 ,使 用 PBS 清洗 3 遍 ,加 入 具有 
2%FBS 的 a-MEM 培 基 并 且 加 入 与 实验 试剂 等 体积 的 
去 离子 水 直至 48 h( 图 1), 检 测 细胞 数量 及 凋 亡 。 
1.2.1 细胞 数量 在 刺激 结束 后 ,按照 CCK-8 说 明 书 加 
和 CCK-8 试 剂 ,在 培养 箱 中 培养 90 min, 应 用 酶 标 仪 检 
测 吸光 度 (Asso 值 ) 并 记录 结果 。 
1.2.2 凋 亡 在 哺乳 类 动物 细胞 的 凋 亡 途径 中 ,caspase 
3 是 其 主要 的 组 成 部 分 ,应 用 Caspase-Glo83/7 试 剂 盒 
检测 细胞 的 凋 亡 。 按 照 Caspase-Glo® 3/7 试剂 盒 说 明 
书 , 向 每 个 96 孔 板 中 各 加 入 100 pL 试剂 ,再 加 入 100 nL 
的 培养 基 定 容 至 200 nL,22 CC 暗室 中 培养 60 min, 然 后 
应 用 酶 标 仪 检测 吸光 度 并 记录 结果 。 
1.3 统计 学 分 析 

所 有 数据 采用 SPSS 13.0 统计 软件 包 进 行 统计 学 
分 析 。 数 据 以 均 数 + 标 准 差 表 示 , 组 间 比 较 采 用 单 因 素 
方差 分 析 , 两 两 比较 采用 LSD 检 验 ; 当 P<0.05 认 为 差异 
有 统计 学 差异 。 


2 结果 

应 用 G1R19(1-28) .G1R19(1-34) .G1R19(1-34)+ 
Go6983 以 及 Go6983 和 空白 对 照 组 分 别 刺激 
MC3T3-E1 细 胞 1.24.48 h 后 ,检测 其 凋 亡 及 细胞 数量 
的 变化 。 

图 1A 和 图 1B 显示 G1R19(1-34) 与 GIR19(1-34)+ 
Go6983 相 比 ,在 1h 和 24h 具 有 促进 细胞 数量 增加 的 趋 
势 ,但 结果 并 没有 统计 学 差异 ;图 1C 显 示 , 在 48 h 
G1R19(1-34) 组 与 G1IR19(1-28) 组 相 比 可 以 明显 增加 
细胞 的 数量 (P<0.05) ,进一步 研究 发 现 ,在 G1R19 
(1-34) 组 添加 PKC 的 抑制 剂 Go6983 后 ,细胞 数量 的 增 
加 效应 消失 (P<0.05)。 

图 2A 和 图 2B 显示 GIR19(1-34) 与 GIR19(1-34)+ 
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Go6983 相 比 , 在 1h 和 24 h 具 有 抑制 细 


但 是 差异 无 统计 学 意义 ,图 2C 显示 ,在 48 h G1R19 
(1-34) 组 与 GIR19(1-28) 组 相 比 可 以 明显 抑制 组 
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图 1 CCK-8 检 测 结 果 

Fig.l Results of CCK-8 assay. A, B, C: Drug stimulation for 
1, 24 and 48 h, respectively. The results show that at 48 h, 
compared with GI1R19(1-28), GI1R19(1-34) significantly 
promoted proliferation of MC3T3-E1 cells, and its effect 
was blocked by Go6983. *P<0.05 vs G1R19(1-34) group. 


Luminescence (x1000) 
Ss % 号 


图 2 Caspase-Glo® 3/7 检 测 结果 

Fig.2 Results of Caspase-Glo® 3/7. A, B, C: Drug 
stimulation for 1, 24 and 48 h, respectively. At 48 h, 
compared with G1R19(1-28), G1R19(1-34) inhibited the 
apoptosis of MC3T3-E1 cells significantly, and its effect 
was blocked by Go6983. *P<0.05 vs G1R19(1-34) group. 
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3 讨论 

在 本 研究 当中 ,我 们 应 用 了 具有 信号 选择 特性 的 模 
拟 肽 G1R19(1-28) .G1R19(1-34) 以 及 PKC 的 抑制 剂 
Go6983 来 研究 PTH 的 非 PLC/PKC 通路 对 于 
MC3T3-E1 细胞 数量 及 凋 亡 的 影响 。 目 前 认为 ,PTHR1 
受 体 至 少 通过 两 条 途径 激活 PKC, 其 一 为 激活 PLC， 
PLC 催化 磷脂 酰 肌 醇 4,5- 二 磷酸 (PIP2) 分 子 水 解 成 磷 
酸 肌 醇 (LIP) 和 二 酰基 甘油 (DAG) ,引起 胞 内 钙 离子 的 释 
放 , 进 而 激活 PKC, 此 途径 为 PKC 激 活 的 经 典 途 径 。 另 
外 一 条 途径 为 不 依赖 PLC 的 PKC 激 活 途径 (nonPLC/ 
PKC) ,其 具体 信号 特征 及 骨 代 谢 功能 尚未 清楚 。 我 们 
的 前 期 研究 也 揭示 ,甲状 旁 腺 激素 29-34 位 蛋白 结构 域 
(PTH(29-34)) 介 导 PTH/nonPLC/PKC 信 号 通路 的 激活 ， 
PTH 经 nonPLC/PKC 通 路 ,提升 松 质 骨 骨 量 , 改 善 骨 小 
梁 结构 四。 有 nonPLC/PKC 信 号 途径 选择 功能 的 
PTH 模 拟 肽 能 显著 促进 疹 柱 融合 中 。nonPLC/PKC 通 
路 的 激活 能 够 使 得 成 骨 细 胞 CITED1 的 表达 量 显著 增 
加 ,而 CITED1 具 有 调节 骨 组 织 代谢 的 作用 中。 但 是 
nonPLC/PKC 通 路 的 具体 中 介 分 子 仍 不 清楚 ,其 对 于 骨 
代谢 的 终 末 效应 及 作用 机 制 仍 需要 深入 人 研究。 

我 们 通过 应 用 2 种 模拟 肽 G1R19(1-28) 和 GI1R19 
(1-34) 在 48 h 的 孵育 时 间 内 分 别 刺激 MC3T3-El 细胞 
1.24.48 h, 然 后 在 孵育 时 间 结 束 后 ,观察 其 对 于 细胞 数 
量 及 凋 亡 是 否 具有 影响 。 图 1C 显 示 , 在 48 h G1R19 
(1-34) 组 与 G1R19(1-28) 组 相 比 可 以 明显 增加 细胞 的 
数量 (P<0.05)。 为 了 人 研究 这 种 差别 是 否 经 过 nonPLC/ 
PKC 通 路 引起 的 ,我 们 在 加 入 G1R19(1-34) 前 , 先 加 入 
nonPLC/PKC 通 路 抑制 剂 Go6983 ,抑制 此 条 通路 的 激 
活 , 通 过 对 比 GIR19(1-34) 组 与 GIR19(1-34)+Go6983 
组 ,发 现 其 促进 细胞 数量 增多 的 效应 消失 ,说明 
nonPLC/PKC 通 路 在 长 时 间 (48 h) 刺 激 细 胞 的 时 候 具 
有 促进 细胞 数量 增多 的 效应 。 图 1C 中 ,G1R19(1-34) 
的 细胞 数量 较 空 白 对 照 组 显著 增多 ,G1R19(1-28) 组 与 
空白 对 上 照 组 无 明显 差别 ,也 再 次 说 明了 该 效应 是 由 
nonPLC/PKC 信 号 通路 引起 的 。 在 动物 实验 中 ,已 验证 
PTH/nonPLC/PKC 通 路 具有 促进 骨折 愈合 \ 促 进 新 骨 
形成 及 提升 骨 松 质 骨 量 的 效应 ”22。 图 2C 显 示 , 在 48 h 
GIR19(1-34) 组 与 GIR19(1-28) 组 相 比 可 以 明显 抑制 
细胞 凋 亡 (P<0.05) ,给 予 PKC 抑 制剂 Go6983 后 ,其 抑 
制 油 亡 现象 消失 (P<0.05) ,说 明 nonPLC/PKC 通 路 在 长 
时 间 (48 ph) 刺激 细胞 的 时 候 具 有 抑制 细胞 凋 亡 的 作 
用 。 而 G1R19(1-34) 较 空白 对 照 组 具有 明显 抑制 细胞 
凋 亡 ,G1R19(1-28) 组 与 空白 对 照 组 无 明显 差别 ,也 再 
次 表明 ,该 抑制 凋 亡 效应 是 由 nonPLC/PKC 通 路 引起 
的 。 既 往 研 究 表明 PTH 通 过 抑制 凋 亡 调节 蛋白 
(CARP)-1 的 表达 从 而 抑制 成 骨 细 胞 的 凋 亡 ;而 PTH 


的 PLC/PKC 通 路 具有 促进 成 牙 质 细胞 . 牙 周 韧带 细胞 、 
人 豚 肾 细胞 等 的 凋 亡 2 3; 虽然 PTH 的 总 效应 是 抑制 成 
骨 细 胞 凋 亡 ,但 是 其 各 信号 转 导 通路 对 于 凋 亡 的 效应 是 
各 不 相同 的 ,Yang 等 "证 实 了 nonPLC/PKC 通 路 具有 促 
进 成 骨 细 胞 分 化 的 作用 ,这 间接 表明 了 nonPLC/PKC 通 
路 可 能 抑制 成 骨 细胞 的 凋 亡 ,本 实验 调 亡 结果 与 其 吻 
合 。 既 往 研 究 表明 激活 PLCVPKC 通路 相 比 激活 PKA 
通路 需要 更 多 的 PTHR 的 表达 “* ,而 目前 对 于 nonPLC/ 
PKC 通 路 ,其 介 导 的 分 子 尚 不 清楚 ,结合 本 次 的 实验 结 
果 , 我 们 假设 对 于 激活 nonPLC/PKC 可 能 同样 需要 更 多 
的 PTHR 的 表达 ,因此 在 刺激 48 hh 的 时 候 ,G1R19 
(1-34) 组 与 G1R19(1-34)+Go6983 相 比 具 有 明显 的 促 
进 细胞 增殖 和 抑制 细胞 凋 亡 的 现象 。 从 图 2 中 ,GIR19 
(1-34) 组 对 比 空白 对 照 组 具有 明显 的 抑制 细胞 凋 亡 的 
作用 ,其 可 能 是 由 于 GIR19(1-34) 缺 少 PLC/PKC 通路 
的 作用 。 在 本 实验 中 ,我 们 通过 检测 CCK-8 及 通过 
Caspase-Glo8 3/7 试剂 盒 检 测 细胞 凋 亡 ,发 现在 1.24、 
48h 时 ,GIR19(1-34) 组 随 着 凋 亡 数量 的 减少 ,细胞 数 
量 逐 渐 增 多 的 现象 。 但 是 既往 Yang 等 " "提出 nonPLC/ 
PKC 通 路 的 激活 会 引起 PKC-6 的 激活 ,而 在 老鼠 的 类 成 
上 骨 细 胞 系 UMR-106-01 中 ,PKC-6 的 激活 促进 着 IGF- 
binding protein-5 mRNA 的 表达 ”, 最 后 刺激 着 成 骨 细 
胞 的 有 丝 分 裂 从 而 引起 细胞 的 增殖 所 。 因 此 ,我 们 不 能 
排除 nonPLC/PKC 在 细胞 增殖 方面 影响 着 这 种 细胞 数量 
的 变化 。 这 需要 进一步 进行 增殖 试验 及 死活 细胞 染色 。 

图 1C 和 图 2C 中 ,G1R19(1-28) 组 与 空白 对 照 组 无 
明显 差别 ,这 与 Guimaraes 等 提出 的 PTH(1-34) 的 
cAMP/PKA 通 路 对 成 牙 质 骨 细胞 的 增殖 与 凋 亡 具有 影 
响 主 要 体现 在 短 时 间 (1 pn) 的 刺激 ,而 长 时 间 对 牙 质 骨 
细胞 的 凋 亡 与 增殖 的 影响 主要 是 由 于 PKC 通 路 的 激活 
有 关 。 因 此 ,在 长 时 间 刺 激 下 (48 h) ,GIR19(1-28) 对 
MC3T3-E1 细 胞 的 细胞 数量 与 凋 亡 无 影响 。 而 在 短 时 
间 的 刺激 下 ,本 实验 图 1A 和 图 2A 中 ,G1R19(1-28) 组 
与 空白 对 照 组 也 无 明显 差别 ,主要 是 由 于 为 了 便于 我 们 
讨论 nonPLC/PKC 通 路 对 细胞 数量 与 凋 亡 的 影响 ,因此 
降低 了 其 刺激 浓度 "”。 结 合 实验 结果 及 既往 人 研究， 
G1R19(1-34) 组 细胞 数量 的 增多 最 主要 是 由 于 细胞 凋 
亡 的 减少 引起 的 ,但 是 不 能 排除 可 能 存在 促进 细胞 增殖 
的 效应 。 

本 研究 的 研究 意义 在 于 对 于 绝经 后 老年 女性 .老年 
男性 及 由 糖 皮质 激素 引起 的 因 骨 量 减少 而 导致 的 骨 质 
玻 松 症 患 者 ,该 研究 结果 表明 PTH 的 nonPLC/PKC 通 
路 可 抑制 成 骨 细 胞 的 凋 亡 从 而 提高 成 骨 细胞 的 数量 。 
我 们 前 期 研究 揭示 ,PTH 经 nonPLC/PKC 通 路 具有 促进 
新 骨 形 成 "及 促进 提升 松 质 骨 骨 量 。 因 此 我 们 假设 本 
实验 效应 会 引起 骨 量 的 增加 ,最 终 能 够 治愈 或 改善 骨 质 
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玻 松 症 ,这 对 于 我 们 设计 和 研究 新 的 基于 PTH 结 构 的 
效果 更 好 的 肽 提供 了 理论 支持 。 

本 实验 的 不 足 之 处 在 于 ,细胞 数量 的 变化 可 能 是 
于 增殖 及 凋 亡 共同 的 。 因 此 在 长 时 间 (48 p) 刺 激 时 , 细 
胞 数量 的 增多 不 能 排除 是 由 于 nonPLC/PKC 通 路 促进 
细胞 的 增殖 而 引起 的 ,这 需要 我 们 进行 增殖 实验 及 死活 
细胞 染色 进一步 确定 。 

总 之 ,结果 表明 PTH 的 nonPLC/PKC 通路 对 于 
MC3T3-E1 细胞 的 增殖 和 和 凋 亡 及 细胞 数量 的 影响 具有 
时 间 依 赖 性 。 我 们 的 研究 首次 发 现 nonPLC/PKC 在 长 
时 间 (48 h) 刺 激 后 ,能够 抑制 细胞 的 凋 亡 及 提高 细胞 的 
数量 。 这 有 益 于 我 们 加 深 PTH 对 于 骨 代 谢 影响 的 理 
解 ,同时 也 为 我 们 设计 和 研究 新 的 基于 PTH 结 构 的 效 
果 更 好 的 成 骨 药物 提供 了 理论 支持 。 
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